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© Sequence de nucleotides codant pour une proteine a activite ureasique. 


© L'invention concerne une sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
partie d'une sequence codant pour une proteine a activite urease telle qu'exprimee par C. pylori. 

L'invention a egalement pour objet les applications de cette sequence,, notamment pour le diagnostic in vitro 
de pathologies iiees a la presence de Campylobacter pylori dans I'organisme d'un individu. 
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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES CODANT POUR UNE PROTEINE A ACT1VITE UREASIQUE 


L'invention a pour objet des sequences de nucleotides codant pour une urease telle qu'exprimee 
naturellement chez Campylobacter pylori et ses applications biologiques, notamment pour la detection de 
C.pyiori chez I'homme ou dans I'environnement. 

Opylori est une bacterie a gram negatif retrouvee a ce jour exclusivement a la surface de la muqueuse 

5 de la partie antrale de I'estomac chez I'homme, et plus particulierement autour des lesions et des crateres 
des ulceres gastriques et duodenaux. 25% de la population est porteuse de C.pyiori : 8% presentent une 
maladie ulcereuse. 9% souffrent de dyspepsie non-ulcereuse et 8% sont porteurs asymptomatiques. 
Tous les C.pyiori isoles et decrits a ce jour, possedent les trois proprietes suivantes: 
Les bacteries produisent une urease dotee d'une grande activite. 
w Elles adherent tres fortement aux cellules epitheliales de la muqueuse gastrique, cette propriete se 
traduisant in vitro par une tres forte adhesion aux cellules Hela. 

Les CpylorT produisent et liberent une enzyme presentant une activite proteolytique conduisant a la 
degradation du mucus et done a un affaiblissement de la barnere naturelle protegeant la muqueuse 
gastrique. 

/s • La detection de C.pyiori in situ, chez I'homme et dans I'environnement et I'etude de son pouvoir 
pathogene - elle est considered comme responsable des gastrites actives chez I'homme - se heurtent. 
toutefois aux difficultes de culture de cet organisme. 

Sa croissance est tres lente (6 a 7 jours sur milieu gelose au sang), et doit s'effectuer dans des 
conditions de microaerophilie, I'oxygene de I'air etant toxique. 
20 La recherche de moyens de detection de cette bacterie a conduit les inventeurs a identifier les genes 
responsables chez C.pyiori de la production d'urease. 

La determination de la sequence de nucleotides d'un fragment intragenique a permis de disposer d'un 
outil utilisable comme sonde de detection pour Identification specifique des C.pyiori . 

L'invention a done pour but de fournir de nouvelles sequences de nucleotides capables de coder pour 
25 des proteines a activite ureasique telles qu'exprimees chez C.pyiori . 

Elle a egalement pour but de fournir des fragments de cette sequence utiiisables comme sondes de 
detection de C.pyiori . 

L'invention vise, en outre, a fournir une proteine a activite ureasique telle qu'exprimee chez C.pyiori , de 
purete elevee, et des fragments de cette proteine. 
30 La sequence de nucleotides selon l'invention est caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
partie d'une sequence codant pour une proteine a activite urease telle qu'exprimee chez C.pyiori . 

L'invention a plus particulierement pour objet un sequence de nucleotides capable de s'hybrider avec 
des genes codant pour une proteine a activite urease telle qu'exprimee chez C.pyiori , dans les conditions 
suivantes: 68' C, 6 x SSC (1 x SSC est constitue de 0,1 5M de NaCl et 0,01 5M de citrate de sodium, pH7), 
35 en milieu Denhardt (1% Ficoll, 1% polyvinylpyrrolidone, 1% de serum albumme de boeuf). 

Selon un autre aspect de l'invention, la sequence de nucleotides est caracterisee en ce qu'elle porte 
reformation requise pour la production d'une proteine a activite urease ou de ses fragments, capables de 
former un complexe immunologique avec des anticorps diriges respectivement contre une proteine 
d'activite urease telle qu'exprimee chez C.pyiori ou contre des fragments de cette derniere. 
40 La sequence selon ('invention est egalement caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie 
d'un fragment d'environ 8kb correspondent au fragment de restriction EcoRI (Clal. BamHI)-Pst! (Hindlll). 
La carte de restriction enzymatique de ce fragment est representee sur la figure 2. 
Une sequence plus speciatement preferee comprend au moins une partie d'un fragment d'environ 4,2kb 
(±5%) delimit* par les nucleotides d'extremite situes respectivement a une distance d'environ 0,55kb en 
45 amont du site H2 represent* sur la figure 2, et d'environ 0.7kb en aval du site B1 represent* sur la figure 2. 
Les sequences constitutes par ce fragment portent I'information necessaire pour ('expression d'une 
proteine a activite urease telle qu'exprimee naturellement chez C.pyiori . . ^ 

L'expression de ces sequences peut intervenir chez tout autre microorganisme capable d'exploiter a 
son profit I'information portee par ces sequences, notamment chez une souche de Campylobacter 
so naturellement deficiente en genes codant pour la production d'une proteine a activite urease (ou encore 
souche de Campylobacter urease-). 

Selon encore un autre aspect, l'invention vise une sequence recombinante comprenant I'une des 
sequences definies ci-dessus, le cas echeant associee a un promoteur capable de controter la transcription 
de la sequence et une sequence d'ADN codant pour des signaux de terminaison de la transcription. 

Les sequences de nucleotides de l'invention sont caracterisees en ce qu'elles sont capables de 
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s'hybrider avec une sonde formee a partir de la sequence presentant: 

- I'enchaTnement (I) de nucleotides suivant: 

AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTTATCAAAAATCTAAAAACGCCCTTTCTTCTCAAGCA ATTGTCGCTA- 
CAAACATGAGCAATTTAGCCCTTAAAGAATACTTAAAATCCCAAGATTTA GAATTGAAGCATTGCGC- 
5 GATTGGGGATAAGTTTGTGAGCGAATGCATGCGATTGAACAAA GCCAATTTTGGAGGCGAG- 
CAAAGCGGGCATATCATTTTTAGCGATTACGCTAAAACCGGC GATGGCTTGGTGTGCGCTTTGCAAGT- 
GAGCGCGTTAGTGTTAGAAAGTAAGCTT 

- ou I'enchaTnement (II) de nucleotides suivant: 

AACGCATGATTGATTGCAGAAGGAGTGGTGCCCCAGTCTTCGTGAATTTTAAAGCCAATC GCACCGGCTT- 
w CAATTTGATCGGCTAAGCTCGCATCGTTAGAAGCGTTACCTTTAGCCAAG AAACCTAAATTCATAGAA- 
TATTCTTCAGCCGCTCTGAGCATCCATTTTAAATTTCTTCTG CCTGGAGTGATAGTAGTCGCATTAGTGC- 
CATCAGCAGGACCGGTTCCACCACCAATCATG GTTGTTACACCGCTTCGAAAAGCTGTAGG- 
GATTTGTTGGGGTGAAATGAAGTGGATGTGT GTGTCAATACCACCAGCCGTTACGATCAAACCTT- 
CACCGGCTAAGGCTTCAGTAGCAGGA 
75 CCTACGCTAAGATTGTTTTTAACGCCATCTTGCATGTCTTTGTTACCGCCTTTACCAATG CCAGC- 
GATTTTGCCATCTTTAATACCAATATCCGCTTTATAAATACCGGTGTAATCCACG ATTAAAGCGTTAGTGA- 
TAATTAAATCCAACTCTTCTTTGCTAGGGTTGTTAGATTGGCTC ATGCCTTCTCTTAGGGGTTTTACCGC- 
CACCGAATTTAAGCTCTTCGCCATAAATGGTGTA GTCATGTTCTACTTCAGCGATCAAGTCTGATCGCC- 
CAATCTCACTTTATCGCCTGTAGTA 
20 GGACCATACATAGAAACATATTCTTTTCTGCTAATCTTTTTCATTTCTTACTCCTTAATT GTTTTTACA- 
TAGTTGTCATCGCTTTTAGG 
ou I'enchaTnement (llbis) de nucleotides suivant: 

CCTAAAAGCGATGACAACTATGTAAAAACAATTAAGGAGTAAGAAATGAAAAAGATTAGC AGAAAAGAA- 
TATGTTTCTATGTAGGTCCTACTACAGGCGATAAAGTGAGATTGGGCGAT CAGACTTGATCGCTGAAGTA- 
25 GAACATGACTACACCATTTATGGCGAAGAGCTTAAATTCG GTGGCGGTAAAACCCCTAAGAGAAGGCAT- 
GAGCCAATCTAACAACCCTAGCAAAGAAGAG TTGGATTTAATTATCACTAACGCTTTAATCGTGGATTA- 
CACCGGTATTTATAAAGCGGAT 

ATTGGTATTAAAGATGGCAAAATCGCTGGCATTGGTAAAGGCGGTAACAAAGACATGCAA GATGGCGT- 
TAAAAACAATCTTAGCGTAGGTCCTGCTACTGAAGCCTTAGCCGGTGAAGGT TTGATCG- 

30 TAACGGCTGGTGGTATTGACACACACATCCACTTCATTTCACCCCAACAAATC CCTAC AG CTTTTC- 

GAAGCGGTGTAACAACCATGATTGGTGGTGGAACCGGTCCTGCTGAT GGCACTAATGCGACTACTAT- 
CACTCCAGGCAGAAGAAATTTAAAATGGATGCTCAGAGCG GCTGAAGAATATTCTATGAATT- 
TAGGTTTCTTGGCTAAAGGTAACGCTTCTAACGATGCG AGCTTAGCCGATCAAATTGAAGCCGGTGC- 
GATTGGCTTTAAAATTCACGAAGACTGGGGC ACCACTCCTTCTGCAATCAATCATGCGTT 

35 - ou les enchaTnements de nucleotides complementaires respectivement des enchaTnements (I) (II) et (llbis) 
sus-mentionnes. 

Des sequences de nucleotides selon Tinvention, sont caracterisees en ce qu'elles comprennent les 
enchaTnements de nucleotides definis ci*dessus ou sont constitutes au moins par une partie de ces 
enchaTnements. 

40 II va de soi que les bases des sequences de nucleotides considerees peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ou que ces bases peuvent etre, le cas echeant, substitutes, des 
lors qu'une sonde elaboree a partir de telles sequences donne une reponse caractenstique et non 
equivoque quant a la capacite de, reconnaTtre la presence de genes codant pour la proteine a activite 
urease de C. pylori. 

45 Toute sequence de nucleotides hybridable avec cede des enchaTnements de nucleotides sus-mention- 
nes telle qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de TARN correspondant ou encore par synthese 
chimique, entre egalement dans le cadre de I'invention. 

L'invention concerne egalement une sequence de nucleotides correspondant, selon le code genetique 
universel, a au moins une partie de la sequence (III) en acides amines suivante: 
so KLLGVLGWQKSKNALSSQAIVATNMSNLALKEYLKSQDLELKHCAIGDKFVSECMRLNK ANFGGEQSGHIIFS- 
DYAKTGDGLVCALQVSALVLESKL 

L'invention a egalement pour objet une sequence de nucleotides correspondant, selon le code 
genetique universal, a au moins une partie de la sequence en acides amines (IV) suivante (codee par la 
sequence nucleotidique (llbis) 
55 NMTTPFMAKSLNSVAVKPLREGMSQSNNPSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGK IA- 
GIGKGGNKDMQDGVKNNLSVGPATEALAGEGLIVTAGGIDTHIHFISPQQIPTAFRSG VTTMIGGGTGPAOGT- 
NATTITPGRRNLKWMLRAAEEYSMNLGFLAKGNASNDASLADQIE AGAIGFKIHEDWGTTPSAINHA • 

L'invention se rapporte egalement aux vecteurs recombinants d'expression et de clonage, capables de 
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transformer une cellule note appropriee, comportant au moins une partie d'une sequence de nucleotides 
telle que definie ci-dessus sous le controle d'elements de regulation permettant son expression. 

Oes vecteurs recombinants preferes renferment au moins une partie de la sequence d'environ 4,2kb 
evoquee plus haut. 

5 Les souches de micro-organismes transformees entrent egalement dans le cadre de I'invention. Ces 
souches comportent Tune des sequences de nucleotides definies ci-dessus ou encore un vecteur recombi- 
nant tel que defini precedemment. 

La souche E.coli S17-1 deposee le 16 Aout 1988 sous le n* 1-795 a la Collection Nationale de Culture 
de Microorganismes"(C.N.C.M.) de I'lnstitut Pasteur a PARIS (France) porte le plasmide plLL590 de 16,3kb 

w environ qui comprend le fragment de restriction d'environ 8kb EcoRI (Clal, Bam HI)-Pstl (Hind III) evoque 
plus haut. 

I'invention vise en outre une proteine presentant une activite urease du type de cede exprimee 
naturellement chez C.pylori ainsi que les fragments peptidiques de cette proteine. 

La proteine de I'invention, et ses fragments, correspondent selon le code genetique universe!, aux 
/5 sequences de nucleotides definies ci-dessus, en particulier a au moins une partie de la sequence d'environ 
4,2kb. 

La proteine de I'invention est egalement caracterisee en ce qu'il s'agit d'une proteine telle qu'obtenue 
par transformation de cellules notes au moyen d'un vecteur recombinant comme defini ci-dessus, mise en 
culture, dans un milieu approprie. des cellules notes transformees et recuperation de la proteine a partir de 
20 ces cellules ou directement a partir du milieu de culture. La production d'urease ou de fragments de cette 
derniere par ce procede, fait egalement partie de I'invention. 

La proteine de I'invention et ses fragments, qui peuvent etre egalement obtenus par synthese chimique, 
presentent avantageusement un degre de purete eleve et sont utilises pour former, selon les techniques 
classiques, des anticorps polyclonaux. 
25 De tels anticorps polyclonaux, ainsi que les anticorps monoclonaux capables de reconnattre specifique- 
ment la proteine ci-dessus et ses fragments sont egalement vises par I'invention. 

Les sequences de nucleotides definies ci-dessus sont obtenues selon les techniques classiques du 
genie genetique par clonage et identification des genes responsables de la synthese d'une proteine a 
activite urease chez C.pylori. 
30 L'invention vise egalement les applications biologiques des sequences de nucleotides, des proteines 
correspondantes et des anticorps monoclonaux ou polyclonaux.. 

Ces applications comprennent I'elaboration, a partir de fragments intrageniques, de sondes pour la 
detection de C.pylori. Cette elaboration comprend, notamment, la denaturation des sequences double-brin 
pour obtenir une sequence monobrin utilisable en tant que sonde. 
35 Les essais realises avec de tels fragments pour detecter la presence eventuelle de sequences 
compiementaires chez divers Campylobacter et chez des microorganismes appartenant a des genres 
differents ont mis en evidence la grande specificite de ces fragments. 

L'invention vise done des sondes de detection caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une 
partie d'une sequence de nucleotides definie ci-dessus. 
40 Toute sonde ne se distinguant de la precedente, au niveau de sa sequence de nucleotides, que par des 
substitutions ou alterations de nucleotides n'entraTnant pas de modification de ses proprietes d'hybridation 
avec le genome de C.pylori. entre dans le cadre de l'invention. 

Le fragment d'ADN utilise comme sonde comporte un nombre de nucleotides suffisant pour obtenir la 
specificite requise et la formation d'un hybride stable. 
45 II est possible d'utiliser des fragments atteignant plusieurs kb, des resultats de haute specificite etant 
cependant egalement obtenus avec des fragments plus courts d'environ 25 a 40 nucleotides. 

Des sondes appropriees pour ce type de detection sont avantageusement marquees par un element 
radio-actif ou tout autre groupe permettant sa reconnaissance a I'etat hybride avec la preparation 
renfermant I'ADN a etudier. 

so Selon les techniques classiques, ces sondes sont mises en contact avec un echantillon biologique 
renfermant des bacteries, ou directement avec ces bacteries ou ieurs acides nucleiques, dans des 
conditions autorisant I'hybridation eventuelle de la sequence de nucleotides de la sonde avec une sequence 
complementaire, eventuellement contenue dans le produit teste. 

On peut par exemple. mettre en oeuvre la methode d'hybridation sur taches. Cette methode comporte 

55 apres denaturation de I'ADN prealabiement obtenu a partir de bacteries provenant de biopsies antrales, le 
depot d'une quantite aliquote de cet ADN sur des membranes de nitrocellulose, I'hybridation de chaque 
membrane dans les conditions- usuelles avec la sonde et la detection, de maniere classtque, de I'hyb.ride 
forme. 
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On peut aussi utiHser une methode d'hybridation sur replique, selon la technique de Southern. Cette 
methode comprend la separation electrophoretique en gel d'agarose des fragments d'ADNs engendres 
apres traitement de I'ADN par des enzymes de restriction, le transfert apres denaturation alcaline sur des 
membranes appropriees et leur hybridation avec la sonde dans les conditions usuelles. II n'est pas toujours 
5 necessaire de proceder a I'expression prealable de I'ADN. II suffit que I'ADN soit rendu accessible a la 
sonde. 

La detection pour Identification specifique des C.pylori peut etre egalement realisee par des techni- 
ques d'amplification de I'ADN (PCR). Ces techniques sont decrites en particulier dans les brevets 
US.4683202 et 4683195 au nom de Cetus Corporation. 

w Pour la mise en oeuvre de ces techniques, on utilise deux amorces de 10 a 40 nucleotides, 
avantageusement d'environ une vingtaine de nucleotides, ces amorces etant comprises dans Tune des 
sequences de nucleotides definies ci-dessus ou susceptibles de s'hybrider avec une partie d'une des 
sequences nucleotidiques definies ci-dessus, ou de leurs sequences complementaires. De maniere avanta- 
geuse, ces amorces sont distantes d'environ 200 a 250 nucleotides lorsqu'elles sont hybridees (ou liees), 

?5 aux brins de I'ADN a amplifier. Tune des sequences est capable de se lier a une sequence de nucleotides 
d'un des brins de fragments d'ADN a amplifier, cette sequence etant situee au niveau, d'une extremite de 
ce fragment (par exemple I'extremite 5 ) ; I'autre sequence est capable de se lier a une sequence de 
nucleotides du deuxieme brin du fragment d^ADN a amplifier, cette derniere sequence etant situee au 
niveau de I'extremite de ce fragment opposee a celle sus-mentionnee (cette derniere extremite etaent 

20 encore designee par extremite 3 dans I'exemple propose). 

Des amorces preferees sont comprises dans la sequence de nucleotides du fragment de restriction H2- 
H3 de la figure 2, et sont distantes d'environ 200 a 250 nucleotides. 

II s'agit. en particulier, des fragments respectivement a chaque extremite de cette sequence de 
restriction Hindlll-Hindlll. 

25 Un procede de depistage in vitro de la presence eventuelle de C.pylori dans un echantillon biologique 
comprend les etapes suivantes: 

- eventuellement ('amplification prealable de la quantite de sequences de nucleotides susceptibles d'§tre 
contenues dans I'echantillon, par mise en contact de cet echantillon avec des amorces telles que decrites 
ci-dessus, ces amorces etant susceptibles respectivement de se lier d'une part a I'extremite 5 d'un, brin de 

30 ladite sequence de nucleotides et d'autre part, a I'extremite 3 de I'autre brin de ladite sequence de 
nucleotides, cette mise en contact etant suivie d'une etape d'amplification genique en presence d'une ADN 
polymerase et des quatre nucleosides triphosphates dATP. dCTP, dGTP, dTTP, ces operations d'hybrida- 
tion des amorces et d'amplification genique etant repetees plusieurs fois, 

- la mise en contact de I'echantillon biologique en question avec une sonde nucfeotidique selon I'invention, 
35 dans des conditions permettant la production d'un complexe d'hybridation forme entre la sonde et la 

sequence de nucleotides, 

- la detection du complexe d'hybridation. 

L'inventton fournit ainsi des outils permettant de detecter rapidement C.pylori , in situ, et dans 
I'environnement avec une grande specificite, sans avoir a pratiquer de cultures. 
40 De tels outils de detection sont particulierement utiles pour etudier le reservoir naturel de ces bacteries, 
les methodes de transmission, de circulation et de contamination. De plus, dans le diagnostic in vitro 
pratique sur les biopsies, I'utilisation de ces sondes permet un gain de temps considerable par rapport aux 
techniques actuelles qui necessitent de plus une technologie ne pouvant etre realisee que dans des 
services specialises, a savoin des techniques bacteriologiques ou utilisant la microscopie electronique. 
•is Des resultats reproductibies ont ete obtenus en utilisant comme sonde tntragenique le fragment 
d'environ 8kb defini ci-dessus. 

Compte tenu de leur specificite a regard de C.pylori , ces sondes constituent egalement un outil de 
grand interet. 

Pour etudier le pouvoir pathogene de C.pylori de facon-a prevenir ('infection, il est ainsi possible 
so d'etudier le role joue par C.pylori dans le developpement des maladies ulcereuses et d'identifier les 
determinants genetiques qui semblent impliques dans le pouvoir pathogene de cet organisme en vue de 
creer in vitro des mutants isogeniques de C.pylori , c.a.d. des bacteries modifiees genetiquement dans 
chacun des determinants qui semblent jouer un role dans la pathogenese de Tinfection, mutants qui 
pourront etre testes dans des modeles animaux. 
55 L'invention concerne egalement la detection du polymorphisme des genes codant pour I'urease chez 
C.pylori a I'aide des sondes nucleotidiques definies ci-dessus et d'enzymes de restriction appropriees. Les 
conditions dans lesquelles cette detection est realisee sont plus particulierement decrites dans Particle de 
Gusella J.F. dans J. of Clin. - investigations (1986), 77, 1723-1726. 
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(.'invention vise egalement les applications immunologiques de la proteine codee, plus specialement 
pour 1'elaboration d'antiserum specifique ainsi que d'anticorps polyclonaux et monoclonaux. Les anticorps 
polycionaux sont formes selon les techniques classiques par injection de la proteine a des animaux. 
recuperation des antiserums, puis des anticorps a partir des antiserums par exemple par chromatographic 
5 d'affinite. 

Les anticorps monoclonaux sont produits de maniere habituelle en fusionnant des cellules myelomes 
avec des cellules de rate d'animaux prealablement immunises a I'aide des proteines de I'invention. 

L'invention vise, en outre, un procede de depistage in vitro de la presence eventuelle de C.pylori dans 
un echantillon biologique susceptible de le contenir. Ce. procede est caracterise en ce qu'il comprend: 
w - la mise en contact de I'echantillon avec un anticorps selon l'invention, dans des conditions permettant la 
production d'un complexe immunologique forme entre tout ou partie de la proteine a activite urease 
produite par C.pylori et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 

Pour la mise en oeuvre des methodes de depistage in vitro, considerees ci-dessus basees sur 
15 I'utilisation de sondes nucleotidiques, on a recours avantageusement a des necessaires ou kits comprenant: 

- le cas echeant, au moins un couple d'amorces selon l'invention, 

- une quantite determinee d'une sonde nucleotidique selon l'invention, 

- avantageusement, un milieu approprie respectivement a la formation d'une reaction d'hybridation entre la 
sequence a detecter et la sonde. 

20 • avantageusement des reactifs permettant la detection des complexes d'hybridation formes entre la 
sequence de nucleotides et la sonde lors de la reaction d'hybridation. 

Pour la mise en oeuvre des methodes de depistage in vitro definies ci-dessus, basees sur I'utilisation 
d'anticorps on aura recours avantageusement a des necessaires ou kits, comprenant: 

- une quantite determinee d'un anticorps selon l'invention, 

25 - avantageusement un milieu approprie a la formation d'une reaction immunologique entre au moins une 
partie de la proteine a activite urease produite par une souche de C.pylori et I'anticorps, 
* avantageusement, des reactrfs permettant la detection des complexes immunologiques formes entre au 
moins une partie de la proteine a activite urease et I'anticorps lors de la reaction immunologique. 

Une etude approfondie du fragment de 4,2kb defini ci-dessus a permis de situer les genes de structure 

30 codant pour les sous-unites polypeptidiques majeures de I'urease de C.pylori. 

Cette etude a ete realisee en construisant des mutants dans les plasmides recombinants introduits chez 
E.coli et C.jejuni incapables de synthetiser I'urease, (Baskerville-A. Newell D. (1988), Gut.29. 465-472). Le 
systeme de transcription-traduction in vitro d'E.coli ainsi qu'un systeme depression en minicellules ont ete 
utilises afin d'identifier et de localises au sein du fragment de 4,2kb de C.pylori, I'ensemble des genes 

35 codant pour les sous-unites de I'urease: deux proteines majeures de 26kDa et 61kDa ont ete identifiers. 
Parallelement, apres diverses deletions au sein du fragment de 4,2kb, un systeme de transfert par 
conjugaison d'une souche d'E.coli a C.jejuni (du type de celui explicite dans la description detaillee qui suit) 
a ete utilise pour identifier les regions indispensables a ('expression de I'activite ureasique et correler la 
deletion d'une region avec la disparition d'un polypeptide et la perte de I'activite ureasique. II a ete ainsi 

40 determine que les genes codant pour les deux polypeptides necessaires a ('expression de I'activite 
ureasique se situent dans la region centrale de 03,35kb, en aval du site H3 de la figure 2, et a cheval sur 
B1. La transcription des genes codant pour les polypeptides de 6lkDa ou de 26kDa se fait dans le sens 
EcoRI-Pstl. Le fragment de 3,35kb est necessaire mais non suffisant a I'expression de I'activite ureasique 
chez C.jejuni. Une region adjacente de 0,85kb, situee en amont et apparemment non associee a 

45 I'expression de polypeptides chez E.coli, est indispensable a I'expression de I'activite ureasique chez 
C.jejuni . 

[/analyse des mutants de deletion par transcription-traduction in vitro a permis d'observer que les deux 
polypeptides de 26 et 61kDa sont codes par deux fragments d'ADN adjacents. 

La presente invention a pour objet tout ou partie de la sequence nucleotidique (V) suivante : 

50 


55 
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(XIGGTTTTCATGSCQCrE^^ 

717 

L'invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique correspondant, seion le 
code genetique universal a au moins une parlie de la sequence en acides animes (VI) de 26kDa (codee par 
la sequence nucleotidique (V)) suivante: 

I 

GKIlIi<PCCrvMDGVA^^ 


239 acides amines 

Poids moieculaire : 26.522 daltons 

L'invention a egalement pour objet toute ou partie de la sequence nucleotidique (VII) suivantes: 


U 3b/ b44 Ml 
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50 


25 GSO3XT00Q*£^MMft?Bm3^^ 
TCTOOCPCMSQ^^ 

GGO®TG03^DGCTICTMar 

1710 


L'invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique correspondant, selon le 
code genetique universel a au moins une partie de la sequence en acides amines (VIII) de 61kDa (codee 
par la sequence nucleotidique (VII)) suivante: 
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I 

MKWSRKEYVSMYGPTTGDK^ 
5 SQSNNPSKEEUDUITNAJJVDYTG 

LSVGPATEALAGEKBUVTAGGIDTHIHRSPCmAFASGOTMK^TGPAD 

G7?^TTTTPGRRNU<Y^ 
KIHEDWGTTPSA1NHAU)VADKYDVCN 

TFHTEGAGGGHAPDIIKVAGEHNILPASTI^ . 
75 KSIKEDVQFADSRIRPQT^ 

ADKNKK£FGRU<EEKGDND^ 
20 VLWSPAn^VKPNMIKGGRALO^ 

ANTITVSQMYDK 

HVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLFS1F_ 

25 569 

569 Acides amines , 

Poids moleculaire : 61 729 daltons 

30 La comparaison de la sequence en acides amines VIII avec celle de Purease d'haricot (Jack Bean) 
decrit notamment dans Eur. J. Biochem 175, 151-165 (1588), montre de fagon inattendue un haut niveau 
d'homologies d'acides amines. Cette conservation de structure a permis aux inventeurs de deduire le site 
actif de la sous-unite ureasique de 61kDa qui est compris, en totalite ou en partie, dans la sequence 
polypeptidique delimitee par les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIM decrite 

35 ci-dessus. 

L'invention vise egalement toute ou partie de la nucleotidique IX constitute successivement de la 
sequence V et de la sequence VII. 

L'invention se rapporte egalement a toute sequence sequence nucleotidique correspondent, selon le 
code genetique universel a au moins une partie de la sequence en acides amines (X) de 87kDa constitute 
40 successivement de la sequence VI et de la sequence VIII. 

L'invention concerne egalement des sondes de detection de ia presence eventuelle de C.pylori dans un 
echantillon biologique, caracterisee en ce qu'elles comprennent au moins une partie d'une sequence de 
nucleotides definies ci-dessus. 

II va de soi que les bases des sequences de nucleotides considerees peuvent etre dans un ordre 
45 different de celui trouve dans les genes et/ou que ces bases peuvent etre, le cas echeant. substitutes, des 
lors qu'une sonde elaboree a parttr de telles sequences donne une reponse caracteristique et non 
equivoque quant a la capacite de reconnaftre la presence de genes codant pour la proteine a activite 
urease de C.pylori. 

Toute sequence de nucleotides hybridable avec celle des enchalnements de nucleotides sus-mention- 
so nes telle qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de TARN correspondant ou encore par synthese 
chimique, entre egalement dans le cadre de ('invention. 

Toute sonde ne se distiguant de la precedente, au niveau de sa sequence de nucleotides, que par des 
substitutions ou alterations de nucleotides n'entratnant pas de modification de ses proprietes d'hybridation 
avec le genome de C.pylori, entre dans le cadre de ('invention. 
55 Les sondes sus-mentionnees sont utilisables dans des procedes de diagnostic in vitro de la presence 
eventuelle de C.pylori dans un echantillon biologique decrits ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet des amorces nucleottdiques d'enviroh 10 a environ 40 nucleotides, 
ces amorces etant comprises dans Tune des sequences nucleotidiques V ou VII definies ci-dessus (ou dans 
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I'une des sequences derivees de ces sequences V et VII). ou etant susceptibles de s'hybrider avec une 
partie d'une des sequences nucleotidiques sus-mentionnees ou avec leurs sequences complementaires 
{notamment dans les conditions d'hybridation definies ci-dessus). 

L'invention concerne egalement I'utilisation de ces amorces dans les methodes de diagnostic in vitro 
5 definies ci-dessus, pour ('amplification prealable de la quantite de nucleotides de C.pylori susceptibles 
d'etre contenus dans I'echantillon biologique selon le procede' decrit ci*dessus. 

L'invention se rapporte egalement aux vecteurs recombinants depression et de clonage, capables de 
transformer une cellule note appropriee comportant toute ou partie d'une sequence nucleotidique identique 
ou derivee des sequences nucleotidiques V. VII et IX sus-mentionnees. 
/o L'invention vise egalement un procede de production de proteines correspondant a toute ou partie des 
sequences VI, VIII et X sus-mentionnees. ce procede comprenant la transformation de cellules notes 
appropriees (notamment celles decrites ci-dessus) a I'aide des vecteurs sus-mentionnes et la recuperation 
des proteines ainsi produites suivie. le cas echant. par une etape de purification de ces proteines. 

La procede de production de proteines defini ci-dessus comprend le cas echeant une etape prealable 
;s d'amplification de gene codant pour la proteine dont la production est recherchee, cette etape etant realisee 
a I'aide de couples d'amorces de l'invention selon le procede decrit ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet les polypeptides (ou proteines) codes par les sequences nucleotidi- 
ques decrites ci-dessus. En particulier l'invention vise la sequence en acides amines X de 87kDa, la 
sequence VI de 26kOa, et la sequence VIII de 6lkDa decrites ci-dessus ainsi que leurs fragments. 
20 L'invention concerne egalement les anticorps polyclonaux et monoclonaux obtenus a partir de toutes ou 
partie des polypeptides decrits ci-dessus et susceptibles de former un complexe immunologique avec eux. 

L'invention vise particulierement les anticorps, notamment monoclonaux, obtenus a I'aide d'une sequen- 
ce peptidique d'au moins environ 10 a 15 acides amines de la sequence VI, ou de la sequence VIII. 

Des anticorps monoclonaux preferes de l'invention sont diriges contre toute ou partie de la sequence 
25 delimited par les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIII, et plus particulierement 
ceux obtenus a I'aide d'une sequence peptidique d'au moins environ 10 a 15 acides amines issue de la 
sequence delimitee par les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIIL 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation des anticorps sus-mentionnes pour la mise en oeuvre de 
methodes de diagnostic in vitro ainsi que dans des kits de diagnostic in vitro de infection d'un individu par 
30 C.pylori tels que decrits ci-dessus. 

[/Invention vise egalement des compositions immunogenes comprenant toute ou partie des polypepti- 
des decrits ci-dessus, et plus particulierement. toute ou partie de la sequence polypeptidique delimitee par 
les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIII. en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
35 De telles compositions, immunogenes sont utilisables en tant que compositions de vaccin pour la 
prevention de I'infection d'un individu par C.pylori . 

L'invention concerne egalement des compositions pharmaceutiques comprenant un (ou plusieurs) 
anticorps tels que decrits ci-dessus, et plus particulierement des anticorps susceptibles de former un 
complexe immunologique avec toute ou partie de la sequence peptidique delimitee par les amines situes 
40 aux positions 206 et 338 de la sequence VIII, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. . 

De telles compositions pharmaceutiques selon ['invention sont utilisables par le traitement des patholo- 
gies liees a I'infection d'un individu par C.pylori . notamment des gasthtes, et des ulceres gastriques et 
duodenaux. 

45 D'autres avantages et caracteristiques de l'invention sont rapportes dans la description qui suit 
concemant le clonage des genes responsables de la production de la proteine a activite urease chez 
,C.pylori, le sequengage de la region associee a I'expression de la proteine a activite urease et la specificite 
de sondes nucleotidiques pour la detection de C.pylori . 

Dans cette description, on se refere aux figures 1 et 2 qui represented: 
so - la figure 1, la carte de restriction d'un fragment Pstl-EcoRI du cosmide recombinant IID2 portant 

reformation requise pour ('expression de I'urease chez C.jejuni , et 

- la figure 2, la carte de restriction d'un fragment d'environ 8kb de plLL590. 

55 ' 1) Realisation d'une banque genomique dans un vecteur cosmidique navette; clonage des genes impliques 
dans la production de I'urease chez C.pylori . 

L'ADN chromosomique de la souche C.pylori (85P) est prepare de fagon a generer des fragments 


10 


EP 0 367 644 A1 


d'ADN de haut poids moleculaire; environ 300ug de cet ADN chromosomique sont soumis a une digestion 
partielle controlee par I'endonuclease de restriction Sau3A et deposes sur gradient de sucrose de fagon a 
isoler selectivement des fragments de digestion compris entre 35 et 45 kilobases. 1.5ug de ces fragments 
sont ligatures in vitro au vecteur navette-cosmide plLL575 linearise par I'endonuclease BamHI et dephos- 

5 phoryle. plLL575 a ete construit a partir du cosmide navette plLL550 decrit par Labigne-Roussel et al. dans 
J. Bacteriol. 169:5320-5323, 1987, dans lequel a ete insere le site "cos" du phage lambda (fragment Bgl II 
de 1.7kb de pERGl53 insere au site Pvu II de plLL550); il est done comme lui mobilisable par conjugaison, 
code pour une resistance a la kanamycine qui s'exprime a ta fois chez E.coli et Campylobacter (KnV) et se 
replique a la fois chez E.coli et chez C.jejuni du fait de la presence de deux origines de replication, Tune 

io fonctionnelle chez E.coli exclusivement ('autre uniquement chez Campylobacter. Les produits de cette 
ligation sont empaquetes in vitro dans les particules de lambda puis introduits par transfection dans une 
souche de E.coli hebergeant un plasmide IncP capable de complementer en trans les fonctions de transfer! 
des cosmides recombinants. Les colonies de E.coli infectees et resistantes a la kanamycine sont 
immediatement conservees individuellement a -80 C; une banque genomique cosmidique representative 

15 de I'ensemble du genome de Campylobacter pylori est realisee chez E.coli en conservant environ 500 
clones independants. 

Chacun des cosmides recombinants est alors transfere par conjugaison d'E.coli a une souche 
receptrice de Campylobacter jejuni C31. naturellement urease. 

On verifie pour chacun de ces transconjugants resistants a la kanamycine, s'il y a synthese par 
20 Campylobacter jejuni d'une urease. 

On isole un cosmide sur 106 analyses portant une information genettque conferant a Campylobacteur 
jejuni C31 la capacite de produire une urease. Le cosmide recombinant (IID2) a une taille de 54 kilobases. 
La position relative des sites de clivage par les endonucleases de restriction Pstl, BamHI, Smal et EcoRI 
sur cette sequence est presentee sur la figure 1 . 

.25 

2) Identification du ou des genes requis pour la production d'urease chez Campylobacter pylori. 


On effectue le sous-clonage des genes ureases en realisant a partir de I'ADN cosmidique IID2 prepare 
30 chez E.coii des digestions partielles par I'endonuclease Sau3A de fagon a generer des fragments de 
digestions partielles allant de 8 a 15 kilobases. On recherche le plus petit plasmide hybride clone chez 
E.coli conferant ('aptitude a produire une urease apres son transfert par conjugaison' a Campylobacter 
recepteur. 

4 plasmides sur 37 testes portent ('information necessaire a ('expression de I'urease chez Campyiobac- 

35 ter jejuni : plLL586, plLL589 et plLL590 (cf. figure 2). 

Par comparaison des cartes de restriction de ces quatre hybrides, on constate la presence d'une 
sequence de nucleotides de 4,2 kilobases commune aux quatre hybrides, suggerant qu'il s'agit la de ta 
region requise pour ('expression de I'urease. Un certain nombre de deletions ont ete realisees qui confirme 
ces conclusions (cf. figure 2). 

40 Le fragment EcoRI-Pst I de plLL590 a ete utilise comme sonde dans des hybridations avec I'ADN total 
de C. pylori 85P en vue de s'assurer que les differents fragments de restrictions generes avec BamHI et 
Hindlll a partir de plLL590 etaient presents dans 85P. Les resultats obtenus montrent que. la sequence de 
8kb presente dans plLL590 n'a pas subi de rearrangements au cours des differentes etapes de clonage. 

45 

3) Sequence de nucleotides de la region associee ['expression de I'urease. 

La sequence du fragment Hindlll compris entre les sites H2 et H3 correspond a la sequence des 294 
nucleotides de I'enchainement (I), 
so La sequence suivante de 610 nucleotides de TenchaTnement (II) est interne au fragment defini par les 
sites H4 et B1 (figure 2). 

4) Specificite des sondes nucleotidiques pour la detection de Campylobacter pylori. 

55 

Le fragment EcoRI-Pstt de 8kb provenant de p)LL590 a ete utilise comme sonde radioactive dans des 
experiences d'hybridatioTT 

^ C am Py )0Dacter pylori ont ete testes en hybridation sur colonies et ont donne un signal positif; sur 35 
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Campylobacter jejuni, fetus et coli etudies aucune n'a donne de sigr.w, positif dans des conditions 
d'hybridation stringentes classiques~(50% de formamide, 37 , 3XSSC). 

Dans ces memes conditions, la sonde C. pylori de 8 kilobases n'a pas donne de signal positif avec la 
liste des microorganismes suivants qui sont tous naturellement des producteurs d'urease: 
5 Klebsiella oxytoca (3 souches), Klebsiella pneumoniae (3 souches), Proteus mirabilis (3 souches) 
Proteus morganii (3 souches) Proteus ~vuigaris (2 souches) Providencia stuartii (3 souches), Pseudomonas 
picketti (3 souches). Yersinia enterocolitica (3 souches), -5 souches d' Acinetobacter urease , 2 souches 
d'Escherichia coli urease et 3 souches de Citrobacter freundii urease . 

L'absence~d~e faux positif avec le fragment 8kb garantit la specificite des sondes nucleotidiques 
w proposees. 

Un procede de preparation d'anticorps comprend: 

- ('immunisation d'un animal a I'aide d'un polypeptide ci-dessus defini, et 

- la recuperation des anticorps formes selon les techniques classiques. 

Un mode de preparation approprie des acides nucleiques (comportant au maximum 200 nucleotides - 
15 ou pb, lorsqu'ii s'agit d'acides nucleiques bicatenaires) de I'invention par voie chimique comprend les 
etapes suivantes: 

- la synthese d'ADN en utilisant la methode automatisee des beta-cyanethyl phosphoramidite decrite dans 
Bioorganic Chemistry 4; 274-325. 1986, 

- le ctonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur plasmidien approprie et la recuperation des ADN par 
20 hybridation avec une sonde appropriee. 

Un mode de preparation, par voie chimique, d'acides nucleiques de longueur superieure a 200 
nucleotides - ou pb (lorsqu'ii s'agit d'acides nucleiques bicatenaires) comprend les etapes suivantes: 

- i'assemblage d'oligonucleotides synthetises chimiquement, pourvus a leurs extremites de sites de 
restriction differents, dont les sequences sont compatibles avec renchaTnement en acides amines du 

25 polypeptide nature! selon le principe decrit dans Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983. 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur plasmidien approprie et la recuperation de I'acide 
nucleique recherche par hybridation avec une sonde appropriee. 

30 Revendications 

1. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie d'une sequence 
codant pour une proteine a activite urease telle qu'exprimee par C. pylori , 

2. Sequence de nucleotides capable de s'hybrider avec des genes codant pour une proteine a activite 
35 urease telle qu'exprimee chez C. pylori dans les conditions suivantes :68*C, 6 x SSC dans un milieu de 

Denhardt. 

3. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle porte reformation requise pour la production 
d'une proteine a activite urease ou de fragments de cette derniere capables de former un complexe 
immunoiogique avec des anticorps respectivement contre la proteine a activite urease telle qu'exprimee par 

40 C. pylori, ou contre des fragments de cette derniere. 

4~Sequence de nucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un fragment EcoRt(Clal, BamHI)-Pstl(Hindlll) d'environ 8 kb dont la carte de restriction enzymati- 
que est representee sur la figure 2. 

5. Sequence de nucleotides selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 
45 une partie d'un fragment d'environ 4,2 kb (± 5 %) delimite par les nucleotides d'extremite situes 

respectivement a une distance d'environ 0,55 kb en amont du site H2 represents sur la figure 1. et 
d'environ 0,7 kb en aval du site B1 represents sur la figure 2. 

6. Sequence de nucleotides recombinante, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 5, le cas echeant, associee avec un promoteur capable de 

so controler la transcription de la sequence et une sequence d'ADN codant pour des signaux de terminaison 
de la transcription. 

7. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle est capable de s'hybrider avec une sonde 
nucleotidique formee a partir de la sequence presentant: 

- I'enchaTnement (I) de nucleotides suivant: 

55 AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTTATCAAAAATCTAAAAACGCCCTTTCTTCTCAAGCA ATTGTCGCTA- 
CAAACATGAGCAATTTAGCCCTTAAAGAATACTTAAAATCCCAAGATTTA GAATTGAAGCATTGCGC- 
GATTGGGGATAAGTTTGTGAGCGAATGCATGCGATTGAACAAA GCCAATTTTGGAGGCGAG- 
CAAAGCGGGCATATCATTTTTAGCGATTACGCTAAAACCGGC GATGGCTTGGTGTGCGCTTTGCAAGT- 
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GAGCGC6TTAGTGTTAGAAAGTAAGCTT 

- ou I'enchainement (llbis) de nucleotides suivant; 

CCTAAAAGCGATGACAACTATGTAAAAACAATTAAGGAGTAAGAAATGAAAAAGATTAGC AGAAAAGAA- 
TATGTTTCTATGTATGGTCCTACTACAGGCGATAAAGTGAGATTGGGCGAT CAGACTTGATCGCTGAAG- 
TAGAACATGACTACACCATTTATGGCGAAGAGCTTAAATTCG GTGGCGGTAAAACCCCTAAGAGAAGG- 
CATGAGCCAATCTAACAACCCTAGCAAAGAAGAG TTGGATTTAATTATCACTAACGCTTTAATCGTGGAT- 
TACACCGGTATTTATAAAGCGGAT 

ATTGGTATTAAAGATGGCAAAATCGCTGGCATTGGTAAAGGCGGTAACAAAGACATGCAA GATGGCGT- 
TAAAAACAATCTTAGCGTAGGTCCTGCTACTGAAGCCTTAGCCGGTGAAGGT TTGATCG- 
TAACGGCTGGTGGTATTGACACACACATCCACTTCATTTCACCCCAACAAATC CCTACAGCTTTTC- 
GAAGCGGTGTAACAACCATGATTGGTGGTGGAACCGGTCCTGCTGAT GGCACTAATGCGACTACTAT- 
CACTCCAGGCAGAAGAAATTTAAAATGGATGCTCAGAGCG GCTGAAGAATATTCTATGAATT- 
TAGGTTTCTTGGCTAAAGGTAACGCTTCTAACGATGCG AGCTTAGCCGAT.CAAATTGAAGCCGGTGC- 
GATTGGCTTTAAAATTCACGAAGACTGGGGC ACCACTCCTTCTGCAATCAATCATGCGTT 

- ou I'enchainement (V) de nucleotides suivant: 


GIS3jXATIGftAG0GftTGTITO 


- ou I'enchainement (VII) de nucleotides suivant: 
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5 


20 


25 


30 


35 


15 


50 



mamma 


me 


• ou les enchaihements de nucleotides complementaires respectivement des enchafnements (I) (II) (V) et 
(VII) sus-mentionnes. 

8. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle comprend un enchaTnement de nucleotides 
55 selon la revendication 7 ou qu'elle est constitute par au moins une partie de cet enchaTnement. 

9. Sequence de nucleotides correspondant. selon le code genetique universel, a la sequence (III) en 
acides amines suivante: 

KLLGVLGVYQKSKNALSSQAIVATNMSNLALKEYLKSQDLELKHCAIGOKFVSECMRLNK ANFGGEQSGHIIFS- 
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DYAKTGDGLVCALQVSALVLESKL 

10. Sequence de nucleotides correspondant, selon le code genetique universel, a la sequence (IV) en 
acides amines suivante: 

NMTTPFMAKSLNSVAVKPLREGMSQSNNPSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGK IA- 
GIGKGGNKDMQDGVKNNLSVGPATEALAGEGLIVTAGGIDTHIHFISPQGIPTAFRSG VTTMIGGGTGPADGT- 
NATTITPGRRNLKWMLRAAEEYSMNLGFLAKGNASNDASLADQIE AGAIGFKIHEDWGTTPSAINHA 

11. Sequence de nucleotides correspondant, selon le code genetique universel, a la sequence (VI) en 
acides amines suivante: 

I 

E<5VELIDIQG^^ 

12. Sequence de nucleotides correspondant. selon le code genetique universel, a la sequence (VIII) en 
acides amines suivante: 

I 

WOCSRKEYVSMYGPn 

SQSWPSKEHJXJrr^^ 

l£VGPATEALAG6GU^ 

GTWTTTTPGRRNU^ 

KIHEDWGnPSAlNHAUDVADKYDVQVAJHTO 

TFKTEGAGGGHAPDIIKVAGEH^ 

KSIKEDVQFADSRIRPQTI^ 

ADKWXEFGRLKEEKGDN^ 

VIWSPAFFGVKP^ 
ANnT^SQ^AYDKGIKEELGLEW 

HVFVDGKEVTSKPANKVSLAC5LFS1F_ 

569 

13. Vecteur recombinant, notamment plasmide ou cosmide recombinant, capable de transformer une 
cellule note appropriee, ledit vecteur contenant une sequence de nucleotides selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12 sous le controle d'elements de regulation permettant I'expression de ce fragment 
dans la cellule note. 

14. Plasmide plLL590 porte par la souche E.coli $17-1 deposee le 16 aout 1988 sous le numero I-795 a 
laC.N.C.M. . 

15. Souche de micro-organisme transformed a I'aide d'au moins un vecteur selon la revendication 13 
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ou 14 ou d'une sequence de nucleotides selon Tune quelconque des revendiCouJns 1 a 12. 

16. Proteine a activite urease du type de ceile exprimee chez C. pylori et ses fragments peptidiques, 
correspondant. selon le code genetique universel, aux sequences de nucleotides selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 12. 

5 17. Proteine a activite urease du type de ceile exprimee chez C.pylori , telle qu'obtenue par transforma- 
tion de cellules notes au moyen d'un vecteur recombinant selon la revendication 13 ou 14, mise en culture, 
dans un milieu approprie. des cellules notes transformers et recuperation de I'urease a partir de ces 
cellules ou directement a partir du milieu de culture. 

18. Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise en ce qu'il est dirige* contre toute ou partie de la 
10 proteine, ou de ses fragments, selon la revendication 16 ou 17. 

19. Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise en ce qu'il est dirige contre toute ou partie de la 
sequence determinee par les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIII selon la 
revendication 12. 

20. Sonde de detection caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou partie des sequences de 
/5 nucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 a 12. 

21. Procede de depistage in vitro de la presence eventuelle de C.pylori dans un echantillon susceptible 
de le contenir, caracterise en ce qu'il comprend les etapes sutvantes: 

- eventuellement I'amplification prealable de la quantite de sequences de nucleotides selon Tune quelcon- 
que des revendications 1 a 12, susceptibles d'etre contenues dans I'echantillon, a I'aide d'amorces 

20 suceptibles respectivement de se lier, d'une part a I'extremite 5 d'un brin de ladite sequence de 
nucleotides et d'autre part, a I'extremite 3 de I'autre brin de ladite sequence de nucleotides, 

- la mise en contact de I'echantillon biologique sus-mentionne avec une sonde nucieotidique selon la 
revendication 20, dans des conditions permettant la production d'un complexe d'hybridation forme entre 
ladite sonde et ladite sequence de nucleotides, 

25 - la detection du susdit complexe d'hybridation. 

22. Procede de depistage in vitro de la presence eventuelle de C.pylori dans un echantillon biologique 
susceptible de le contenir, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la mise en contact de I'echantillon avec un anticorps selon la revendication 18 ou 19, dans des conditions 
permettant la production d'un complexe immunologique forme entre tout ou partie de la proteine a activite 

30 urease produite par C.pylori et cet anticorps, et 
* la detection du complexe immunologique. 

23. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode de depistage in vitro de la presence 
eventuelle de C.pylori dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend: 

- une quantite determinee d'une sonde nucieotidique selon la revendication 20, 

as - avantageusement un milieu approprie a la formation d'une reaction d'hybridation entre la sequence a 
detecter, et la sonde sus-mentionnee, 

- avantageusement des reactifs permettant la detection des complexes d'hybridation formes entre la 
sequence de nucleotides et la sonde lors de la reaction d'hybridation. 

24. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode de depistage in vitro de la presence 
40 eventuelle de C.pylori dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend: 

- une quantite determinee d'un anticorps selon la revendication 18 ou 19, 

- avantageusement un milieu approprie a la formation d'une reaction immunologique entre au moins une 
partie d'une proteine a activite urease produite par une souche de C.pylori et Tanticorps, 

- avantageusement, des reactifs permettant la detection des complexes immunologiques formes entre au 
45 moins une partie de la proteine urease et I'anticorps tors de la reaction immunologique. 

25. Utilisation en tant qu'amorces dans des techniques d'amplification d'ADN, de type PCR, de deux 
sequences de nucleotides d'environ au moins 20 nucleotides, compris dans t'une des sequences selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 12, et distantes de 200 a 250 nucleotides environ, I'une des 
sequences etant capable de se lier a I'extremite 5 d'un brin de la sequence a amplifier et la deuxieme 

so sequence a Textremite 3 de i'autre brin. 

26. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend des anticorps selon la revendica- 
tion 18 ou 19 en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

27. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle comprend toute ou partie d'une proteine selon 
la revendication 16 ou la revendication 17 en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

55 28. Composition selon la revendication 27 caracterise en ce qu'elle comprend toute ou partie de la 
sequence delimitee par les acides amines situes aux positions 206 et 338 de la sequence VIII selon la 
revendication 12. 
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